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Einleitung 


Adjuvanzien (lat. „adiuvare“, helfen, un- 
terstützen) sind in erster Linie durch 
ihre Funktion und weniger durch ihre 
stoffliche Beschaffenheit definiert. Im Zu- 
sammenhang mit Impfstoffen sind Ad- 
juvanzien als Zusatzstoffe beschrieben, 
welche die antigenspezifische Immun- 
antwort verstärken oder die Richtung der 
Immunantwort beeinflussen. 

Im Zuge der Entwicklung hin zu Impf- 
stoffen mit immer reineren Antigenkom- 
ponenten, bedingt auch durch die re- 
kombinante Herstellung, kommt es ei- 
nerseits zwar zu einer verminderten Re- 
aktogenität, andererseits aber teilweise 
auch zu einer verminderten Immunoge- 
nität. Ursächlich dafür ist das Fehlen wei- 
terer viraler Komponenten in hoch gerei- 
nigten Impfstoffen, wie Ganzvirusimpf- 
stoffen, das mit einem Verlust der ad- 
juvantierenden Wirkung einhergeht. So 
können bspw. Nukleinsäurereste einen 
adjuvansvergleichbaren Effekt auslösen. 
Fehlt der Effekt in hochreinen Impfstof- 
fen, müssen definierte Adjuvanzien und/ 
oder sehr hohe Mengen an Antigen zu- 
gesetzt werden. 

Bei viralen Lebendimpfstoffen ist es 
nicht möglich, adsorbat- oder öl-was- 
ser-emulsion-basierte Adjuvanzien an- 
zuwenden, da sie zu einer Inaktivierung 
führen können. Dies ist bspw. bei öl-was- 
ser-basierten Adjuvanzien aufgrund der 
enthaltenen Detergenzien (z.B. Polysor- 
bat) der Fall. 

Im Vergleich zu anderen Biomedizin- 
produkten ist bei der Herstellung von 
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Zusammensetzung und 
Wirkmechanismen von 
Adjuvanzien in zugelassenen 
viralen Impfstoffen 


Impfstoffen zu bedenken, dass sie in der 
Regel prophylaktisch bei gesunden Pa- 
tienten, teilweise sogar Kindern, ange- 
wandt werden, sodass ein besonderes Au- 
genmerk auf der Sicherheit des Impfstofts 
liegen muss, neben der Beurteilung sei- 
ner Wirksamkeit. Hierbei ist es wichtig zu 
bedenken, dass erst durch die Kombina- 
tion von Antigen und Adjuvans eine für 
das jeweilige Zusammenspiel spezifische 
Immunantwort hervorgerufen wird. Das 
bedeutet, dass durch die Veränderung 
des verwendeten Adjuvans die Immun- 
antwort in ihrer Stärke und Ausprägung 
deutlich unterschiedlich moduliert wer- 
den kann. 

Obgleich die Verwendung von Ad- 
juvanzien bei Humanimpfstoffen nicht 
neu ist, Aluminiumsalze (Alum) wurden 
bereits in den 20er-Jahren des letzten 
Jahrhunderts bei Diphtherie- und Te- 
tanusimpfstoffen genutzt, dauerte es 
bis in die 90er-Jahre des vergangenen 
Jahrhunderts, ehe ein Impfstoff mit 
einem „neuen Adjuvans zugelassen 
wurde, in diesem Fall die Öl-in-Was- 
ser-Emulsion MF59 in Verbindung mit 
einem Grippeimpfstoff fiir Personen 
uber 60 Jahre. Seitdem wurde jedoch 
eine Reihe von neuen adjuvantierten 
Impfstoffen entwickelt, die auch be- 
reits eine Zulassung erhalten haben. 
Beispiele sind: AS03-(Adjuvant-System- 
03-)adjuvantierte pandemische Influ- 
enzaimpfstoffe (Öl-in-Wasser-Emulsi- 
on), AS04-(Alum/MPL-)adjuvantierte 
Impfstoffe (MPL = 3-O-desacyl-4’-mo- 
nophosphoryl Lipid A) gegen Humane 
Papillomviren (HPV) und den Hepatitis- 
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B-Virus (HBV), ASO1-(MPL/Saponin-) 
adjuvantierte Impfstoffe gegen Herpes 
Zoster, Malaria und HBV sowie der CpG- 
adjuvantierte HBV-Impfstoff (CpG: Di- 
nukleotid aus Cytosin und Guanin; [1]). 

Im Rahmen dieser Ubersichtsarbeit 
soll eine Auswahl der wichtigsten Ad- 
juvanzien hinsichtlich ihrer stofflichen 
Zusammensetzung und ihrer Wirkme- 
chanismen beschrieben werden. Eine 
Übersicht über die wichtigsten Adjuvan- 
zien und Beispiele fürdamitadjuvantierte 
Impfstoffe ist in B Tab. 1 gegeben. In der 
O Tab. 2 werden einige sich in der Ent- 
wicklung befindliche neue Adjuvanzien/ 
adjuvantierte Impfstoffe zusammenge- 
fasst. 


Funktionen von Adjuvanzien 


Die Ursachen für den Auftrieb in der 
Entwicklung neuer Adjuvanzien und die 
Zulassungeiner Reihevonadjuvantierten 
Impfstoffen sind vielfältig. Eine Ursache 
liegt in der bereits oben erwähnten zu- 
nehmenden Reinheit der Antigene. Das 
Fehlen weiterer Erregerbestandteile und 
das damit einhergehende Ausbleiben po- 
tenzieller verstärkender Effekte von bspw. 
Nukleinsäureresten auf die Immunant- 
wortkönnen durch den Einsatz von Adju- 
vanzien kompensiert werden [2-4]. Ad- 
juvanzien haben daneben viele weitere 
Funktionen (B Abb. 1). Durch ihre Ver- 
wendung kann auch versucht werden ei- 
ne per se geringe Antigenizität von Er- 
regerkomponenten so zu steigern, dass 
dennoch insgesamt eine protektive Im- 
munantwort induziert werden kann. 





Tab. 1 
Adjuvans 
Aluminiumkaliumphosphat 
Aluminiumhydroxyphosphatsulfat 


Aluminiumhydroxid 
FSME 


Aluminiumphosphat 

AS01 (MPL, 0521 Liposome) 

AS03 (squalenhaltig, Öl in Wasser) 

AS04 (MPL + Aluminiumphosphat) 
AFO3 (squalenhaltig, Öl in Wasser) 

MF59 (squalenhaltig, Öl in Wasser) 


CpG Hepatitis B 


Virosome 


Übersicht über ausgewählte Adjuvanzien und damit adjuvantierte Impfstoffe 


Zugelassene adjuvantierte Impfstoffe gegen 
Diphtherie, Tetanus 

Hepatitis B, HPV 

Hepatitis A, Hepatitis B, Japanische Encephalitis, 


Pneumokokken 
Malaria, Herpes Zoster 
Influenza (pandemisch) 
Hepatitis B, HPV 
Influenza (pandemisch) 


Influenza (saisonal und pandemisch) 


Influenza, Hepatitis A 


Tab.2 Übersicht über neuartige Adjuvanzien und damit adjuvantierte Impfstoffe, die sich der- 





zeit in der klinischen Entwicklung befinden 
Adjuvans 


Saponin-basiert: 

Matrix-M 

ISCOM 

Kationische Liposomen (JVRS-100) 
dmLT (Enterotoxin von Escherichia coli) 
Polyinosinic-Polycytidylic Acid (Poly I:C) 
Flagellin 


Dies ist auch vor dem Hintergrund 
der Immunoseneszenz am Beispiel der 
Wirksamkeit von Influenzaimpfstoffen 
nachvollziehbar. Das Nachlassen der 
Leistungsfähigkeit des Immunsystems 
mit zunehmendem Lebensalter kann ei- 
nerseits durch eine erhöhte Antigenmen- 
ge und andererseits durch Adjuvanzien 
(in der Regel Öl-in-Wasser-Emulsionen) 
zumindest teilweise kompensiert werden 
[5, 6]. 

Als Beispiele hierfür wären der MF59- 
adjuvantierte saisonale Influenzaimpf- 
stoff für Senioren anzusehen oder ein 
ASOl-adjuvantierter Impfstoff gegen 
Herpes Zoster (Gürtelrose) und Postzos- 
ter-Neuralgie (PZN), der für Menschen 
ab 50 Jahren zugelassen ist. Auch bei 
anderen Personengruppen, bei denen 
von einer verminderten Immunantwort 
auszugehen ist, kann durch die Verwen- 
dung von neuartigen Adjuvanzien eine 
Erhöhung der Wirksamkeit erzielt wer- 
den. So konnte bspw. durch Verwendung 
eines CpG-adjuvantierten HBV-Impf- 
stoffs bei Typ-2-Diabetikern, die bislang 


Impfstoff in klinischer Entwick- 
lung gegen 


Influenza 
HPV, Influenza 
Influenza 
ETEC 
Influenza 


Influenza 


- wie z.B. auch Niereninsuffiziente, 
Raucher, Männer, Übergewichtige und 
ältere Menschen insgesamt - schlechtere 
Ansprechraten auf die bisherigen HBV- 
Impfstoffe gezeigt haben, eine deutliche 
Erhöhung der Wirksamkeit beobachtet 
werden bei gleichzeitiger Reduktion der 
Impfungen zur Grundimmunisierung 
von drei auf zwei Impfungen [7]. 

Ein wesentlicher Aspekt bei der Ver- 
wendung von Adjuvanzien ist, dass 
aufgrund der induzierten verstärkten 
Immunantwort die Menge an Antigen 
pro Impfdosis deutlich reduziert wer- 
den kann - ein Aspekt, der bspw. im 
Zusammenhang mit der pandemischen 
Influenzaimpfung von großer Bedeutung 
ist, da innerhalb von kurzer Zeit große 
Mengen an Impfstoffdosen für Vakzi- 
nierungen großer Teile der Bevölkerung 
bereitgestellt werden können. Die durch 
die Adjuvansgabe ermöglichte Verrin- 
gerung der Antigenmenge erlaubt eine 
deutliche Erhöhung der hergestellten 
Menge an Impfdosen mit den verfüg- 
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baren 
[8-10]. 
Gerade bei einem pandemischen 


Antigenherstellungskapazitäten 


Szenario wird die Verkürzung der Zeit 
zwischen Impfung und Aufbau einer 
robusten Immunantwort angestrebt, was 
durch den Zusatz von Adjuvanzien teil- 
weiseintendiert wird. Als weitere Beispie- 
le für diese Strategie können der AS04- 
adjuvantierte HBV-Impfstoff Fendrix® 
oder der CpG-adjuvantierte HBV -Impf- 
stoff Heplisav-B® gesehen werden, der 
neben einer allgemeinen Verstärkung 
der Immunantwort bei Dialysepatienten 
oder bei Typ-2-Diabetikern auch eine 
Verkürzung des Impfschemas von drei 
auf zwei Impfungen ermöglicht [7]. 

Ein weiterer Aspekt, der durch die 
Verwendung von Adjuvanzien adressiert 
werden soll, ist die Verbreiterung der 
Immunantwort. Bei Erregern mit hoher 
Variabilität der Antigene bedingt durch 
Antigendrift ist eine breite Immunant- 
wort, die eine Vielzahl von Epitopen er- 
kennt, wünschenswert. Hier zeigte sich 
im Rahmen von experimentellen Mo- 
dellen, dass einzelne Adjuvanzien in der 
Lage sind, eine Expansion der B-Zell-Di- 
versität zu induzieren. Klinische Daten 
bestätigen dies für adjuvantierte Influ- 
enzaimpfstoffe (MF59/AS03) und HPV- 
Impfstoffe (AS01; [11, 12]). 

Weitere Daten zeigen, dass es durch 
Adjuvanziengabe nicht nur zu einem 
quantitativen Anstieg des Antikörper- 
titers kommen kann, sondern auch 
Antikörper mit einer höheren Affinität 
gegen das Impfantigen induziert werden 
können [13, 14]. 

In diesem Zusammenhang ist auch 
der Einfluss einzelner Adjuvanzien auf 
die T-Zell-Antwort relevant. So un- 
terscheiden sich einzelne Adjuvanzien, 
aber auch verschiedene Antigen-Adju- 
vans-Kombinationen hinsichtlich ihrer 
Fähigkeit verschiedene T-Helferzell- 
Antworten zu induzieren, was einerseits 
wiederum ein wesentlicher Faktor für 
die Dauer und Qualität der Antikörper- 
antwort ist und andererseits ggf. relevant 
für die Induktion von CD4* - oder CD8* 
T-Zellen (CD: Cluster of Differentiation; 
Gruppen immunphänotypischer Ober- 
flächenmerkmale), was insbesondere im 
Zusammenhang mit der Entwicklung 
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Zusammensetzung und Wirkmechanismen von Adjuvanzien in zugelassenen viralen Impfstoffen 


Zusammenfassung 

Die Immunogenitat und Wirksamkeit von 
Impfstoffen werden in erster Linie von 
den enthaltenen Antigenen bestimmt. Die 
induzierte Immunantwort kann jedoch 
durch Zugabe von Wirkverstarkern in der 
Impfstoffformulierung, sog. Adjuvanzien, 
maßgeblich beeinflusst und gesteuert 
werden. 

Adjuvanzien sind stofflich sehr divers und 


durch ihren die Immunantwort verstärkenden 


Effekt gekennzeichnet. In diesem Beitrag 
werden Adjuvanzien, die Teil in der EU 


zugelassener Impfstoffe sind, vorgestellt und 


ihre immunologischen Wirkmechanismen 
beschrieben. 


Aluminiumsalze werden bereits seit 100 Jah- 


ren als Adjuvans eingesetzt. In jüngster 
Zeit wurde eine ganze Reihe neuartiger 


Adjuvanzien entwickelt und in zugelassene 
Impfstoffprodukte integriert. Viele der 

neuen Adjuvanzien führen nicht allein zu 
einer Erhöhung der impfstoffinduzierten 
Antikörpertiter, sondern zielen auch darauf 
ab, die Immunantwort in eine bestimmte 
Richtung zu lenken und gezielt zu modulieren. 
Die Suche nach innovativen Wirkverstärkern 
wurde wesentlich vorangetrieben bei der Ent- 
wicklung pandemischer Influenzaimpfstoffe. 
Durch Verwendung neuartiger Öl-in-Wasser- 
Emulsionen (Adjuvanzien MF 59 und AS03) 
gelang es, Pandemieimpfstoffe zu entwickeln, 
die trotz deutlich verringertem Antigengehalt 
wirksam sind. 

Die Entwicklung neuer Adjuvanzien ist ein 
sehr dynamischer und zentraler Aspekt des 
Impfstoffdesigns: Vor einigen Jahren wurden 


Impfstoffe gegen das HPV-induzierte humane 
Zervixkarzinom und Hepatitis B zugelassen, 
die den Toll-like-Rezeptor-4-Agonisten MPL 
(3-0O-Desacyl-monophosphoryl Lipid A) 

als Adjuvansbestandteil enthalten. Jüngst 
wurde in Europa ein Impfstoff gegen Herpes 
Zoster zugelassen, der als Adjuvans eine 
Kombination aus MPL und dem Saponin QS21 
enthält, die auch im Malaria- und im Hepatitis- 
B-Impfstoff des Herstellers zur Anwendung 
kommen. 


Schlüsselwörter 
Impfung - Adjuvans - Antigen - Alum - 
Emulsion 


Composition and mode of action of adjuvants in licensed viral vaccines 


Abstract 


The immunogenicity and efficacy of vaccines 
is largely governed by nature and the amount 


of antigen(s) included. Specific immune- 
stimulating substances, so-called adjuvants, 


are added to vaccine formulations to enhance 
and modulate the induced immune response. 


Adjuvants are very different in their 
physicochemical nature and are primarily 
characterized by their immune-enhancing 
effects. In this report, adjuvants that are 


components of vaccines licensed in the EU will 
be presented and their mode of action will be 


discussed. 
Aluminum salts have been used for almost 


a century as vaccine adjuvants. In recent years 


numerous novel immune-stimulating sub- 


therapeutischer Impfstoffe entscheidend 
ist. 

Der Begriff Adjuvans ist stofllich 
nicht definiert, sondern umfasst Stof- 
fe aus sehr verschiedenen Stoffklassen, 
wie bspw. unlösliche Salze (Aluminium- 
salze), Öl-in-Wasser-Emulsionen (z.B. 
Squalen) oder Oligodeoxynucleotide 
(z.B. CpG). Für die Wirkung von Ad- 
juvanzien ist in vielen Fällen ihre For- 
mulierung von großer Bedeutung, bspw. 
hängt die Wirksamkeit von squalenhalti- 
gen Adjuvanzien entscheidend von ihrer 


stances have been developed and integrated 
into licensed human vaccines. These novel 
adjuvants are not only intended to generally 
increase the vaccine-induced antibody 

titers, but are also aimed at modulating 

and triggering a specific immune response. 
The search for innovative adjuvants was 
considerably stimulated during development 
of pandemic influenza vaccines. By using 
squalene-containing oil-in-water adjuvants 
(namely AS03 and MF59), pandemic influenza 
vaccines were developed that were efficacious 
despite a significant reduction of the antigen 
content. 

The development of novel adjuvants is 

a highly dynamic and essential area in modern 


Emulsion in Form kleiner Lipidtröpf- 
chen (Lipid Droplets) in Wasser ab. Eine 
reine Mischung von Squalen in Wasser 
ist als Adjuvans nahezu wirkungslos. 
Auch für Aluminiumsalze (nachfolgend 
als Alum abgekürzt) ist die spezielle For- 
mulierung, die einen großen Einfluss auf 
die Partikelgröße der Mikrokristalle hat, 
von entscheidender Bedeutung [15-17]. 
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vaccine design. Some years ago, vaccines for 
prevention of HPV-induced cervix carcinoma 
and hepatitis B were licensed that contained 
the toll-like receptor 4 agonist 3-O-desacyl- 
monophosphoryl lipid A (MPL), a detoxified 
LPS version, as the adjuvant. Quite recently, 
a herpes zoster vaccine was licensed in 
Europe with a combination of MPL and the 
saponin QS21 as adjuvant. This combination 
of immune enhancers is also used in the 
formulations of the same manufacturer's 
malaria and hepatitis B vaccine. 


Keywords 
Vaccination - Adjuvants - Antigen - Alum - 
Emulsion 


Tiermodelle zur Untersuchung 
von Adjuvanzien 


Ein Grund für viele Unklarheiten hin- 
sichtlich der Wirkmechanismen auch 
schon lange etablierter Adjuvanzien 
liegt in den Eigenschaften der zur ex- 
perimentellen Charakterisierung ver- 
wendeten Tiermodelle. Aus ethischen 
und Kostengründen sind Experimente 
unter Verwendung von Non-Human 
Primates (NHP) nur sehr eingeschränkt 
möglich. Kleintiermodelle weisen deut- 


lich andere Toll-like-Receptor(TLR)- 
Expressionsmuster auf als der Mensch 
[18, 19]. Allgemein weisen andere Spe- 
zies oft eine deutlich veränderte TLR- 
Spezifität hinsichtlich verschiedener Ad- 
juvanzien auf. So zeigt bspw. TLR4 der 
Maus eine geringe Spezifität hinsichtlich 
Lipid-A-Derivaten, während mensch- 
licher TLR4 hinsichtlich seiner Lipid- 
A-Bindung hochspezifisch ist. Entge- 
gen der ursprünglichen Annahme, dass 
TLR8 in der Maus deutlich schwächer 
als im Menschen exprimiert wird [20], 
wird TLR8 zwar in Mäusen exprimiert, 
ist jedoch dysfunktional, sodass keine 
Erkennung von ssRNA durch TLR8 er- 
folgt. Hinsichtlich TLR9 unterscheidet 
sich das zelluläre Expressionsmuster 
zwischen Mensch und Maus ebenfalls 
deutlich [21]. Aufgrund dieser signifi- 
kanten immunologischen Unterschiede 
lassen sich die Funktionsweise und der 
Effektvon Adjuvanzien im Menschen nur 
sehr begrenzt im Tiermodell analysieren 
[22]. 

Ein wesentlicher Aspekt ftir die Ent- 
wicklung der Wirksamkeit einzelner Ad- 
juvanssysteme ist der Applikationsweg. 
Um eine optimale Antigenpräsentation 
durch in der Haut befindliche Antigen 
Presenting Cells (APCs, antigenpräsen- 
tierende Zellen) zu erreichen, kann eine 
intradermale Immunisierung angewandt 
werden. Aufgrund der Unterschiede in 
der Hautarchitektur ist der Effekt der in- 
tradermalen Anwendung in Tiermodel- 
len nur schwer direkt nachvollziehbar. 

Sicherlich sind präklinische Tiermo- 
delle erforderlich, um eine Charakteri- 
sierung von Adjuvanzien und von ad- 
juvantierten Impfstoffen durchzuführen, 
aber nicht alle Aspekte können geklärt 
werden. Zur Charakterisierung neuarti- 
ger Adjuvanzien sind daher auch immer 
sehr zielgerichtete klinische Erprobun- 
gen am Menschen unerlässlich. 


Übersicht über Adjuvanzien, die 
derzeit in zugelassenen Impf- 
stoffen Verwendung finden, 
und deren Wirkungsweise 


Unlösliche Salze 


Aluminiumsalze (hier allg. als Alum be- 
zeichnet) werden seit Langem als Ad- 


juvanzien verwendet. Alum bezeichnet 
ein Präzipitat aus verschiedenen Alumi- 
niumsalzen unter basischen Bedingun- 
gen. In der Regel handelt es sich um ei- 
ne Mischung aus Aluminiumsulfat, Ka- 
lium- oder Natriumhydroxid und Phos- 
phat. Aluminiumsalze wurden für den 
Gebrauch bei Menschen erstmals in den 
20er-Jahren des vergangenen Jahrhun- 
derts zugelassen und waren für die nächs- 
ten 70 Jahre das einzige bei Humanimpf- 
stoffen verwendete Adjuvans. Dennoch 
ist der Wirkmechanismus in vielen Punk- 
ten noch unverstanden [1, 23]. Interes- 
santerweise hangt im Falle von Alum 
der Effekt des Adjuvans auch sehr stark 
vom Alter der geimpften Person ab [24]. 
Entgegen der urspriinglichen Annahme, 
dass ein wesentlicher Effekt der Adju- 
vanswirkung von Alum auf einer Depot- 
wirkung basiert, zeigte sich bei getrenn- 
ter Applikation von Adjuvans und An- 
tigen, dass dies nicht der primäre Effekt 
ist. Auch zeigte das Ausschneiden des 
Alumniederschlags von der Injektions- 
stelle 2-24h nach der Injektion ebenfalls 
keinen Effekt auf die Immunantwort, was 
daraufhindeutet, dass es keinen Depotef- 
fekt gibt. Während in Mausexperimenten 
beobachtet werden konnte, dass Alum 
die Ih2-Typ-Immunantwort, follikuläre 
T-Helferzellen (TFH) und die Antikör- 
perisotypen Immunglobulin G1 (IgG1) 
und IgE stark induziert, ist dies für den 
Menschen deutlich weniger ausgeprägt 
[25]. Vielmehr zeigt sich grundsätzlich, 
dass die Induktion einer T-Zell- Antwort 
durch Alum beim Menschen eher gering 
ausgeprägt ist. Es gibt Hinweise darauf, 
dass Alum die Sekretion von Interleu- 
kin-12 (IL-12), einem relevanten Faktor 
für die Ihl-Zelldifferenzierung, unter- 
drückt, was ursächlich sein könnte für die 
alumabhängige T-Zelldifferenzierung zu 
Th2-Zellen [26, 27]. 

Alum kann zwar die Antigenaufnah- 
me in professionell antigenpräsentieren- 
de Zellen (APC) fördern und die Ex- 
pression des Haupthistokompatibilitäts- 
komplexes (MHC) der Klasse 2 verstär- 
ken, allerdingsbedingt Alum keine direk- 
te Aktivierung von dendritischen Zellen 
(DC; [28]). Es wird daher angenommen, 
dass die beobachtete APC-Aktivierung 
bei alumadjuvantierten Impfstoffen ein 
indirekter Effekt ist, basierend auf der lo- 
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kalen Entzündung [29]. Nach Alumgabe 
endozytieren inflammatorische Monozy- 
ten und DCs rasch das Antigen und wan- 
dern zu denlokalen Lymphknoten. Alum 
induziert die Freisetzung von Harnsäu- 
re, welche die Rekrutierung und Aktivie- 
rung von Neutrophilen und inflammato- 
rischen Monozyten sowie die Differen- 
zierung von DCs bedingt. Die Akkumu- 
lation dieser Zellen ist assoziiert mit der 
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin 
und einer Zusammenlagerung der klei- 
nen Alumpartikel zu größeren Aggrega- 
ten, die durch Netzwerke extrazellulärer 
Fasern (NETs) miteinander verbunden 
sind [30, 31]. NETs sind Netzwerke, die 
in erster Linie aus der DNA neutrophiler 
Granulozytenbestehen und verschiedene 
immunmodulatorische Funktionen aus- 
üben. So können sie andere Immunzellen 
primen, um bspw. durch die Induktion 
inflammatorischer Prozesse zu einer ste- 
rilen Immunität zu führen. 

Hierbei wird auch diskutiert, dass 
Alum in seiner Eigenschaft als Mikro- 
partikel die Zerstörung von Lysosomen 
bedingen kann, was zur Freisetzung 
lysosomaler Enzyme ins Zytoplasma 
führen und so die Zerstörung der Plas- 
mamembran von APCs bedingen kann 
[32, 33]. 

Wie bereits erwähnt, wird der Mecha- 
nismus der Adjuvanswirkung von Alum 
derzeit kontrovers diskutiert. Im Unter- 
schied zu anderen Adjuvanzien (siehe 
unten) basiert der Effekt nicht auf einer 
direkten Interferenz mit TLR-abhängi- 
gen Signalwegen, wie unter Verwendung 
von defizienten Mausmodellen bzgl. der 
Adaptorproteine MyD88 (Myeloid Dif- 
ferentiation Primary Response 88) und 
TRIF (TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor) 
Domain-containing Adaptor Protein 
Inducing Interferon Beta) gezeigt wer- 
den konnte. Die Antikörperantwort auf 
T-zell-abhängige Antigene war in diesen 
Mausmodellen gegenüber den Wildtyp- 
tieren nicht beeinflusst. Es gibt jedoch 
Hinweise, dass das NOD-like-Rezeptor- 
protein 3 (NLRP3, früher auch als NALP3 
bezeichnet) eine wesentliche Rolle für die 
Wirkung von Alum als Adjuvans spie- 
len könnte, wie unter Verwendung von 
NLRP3-defizienten Mäusen gefunden 
wurde. Alum ist ein starker Aktivator 
des Inflammasoms und bedingt eine 
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Produktion des T-zell-stimulierenden 
Zytokins IL-1. Dies wird aber konflik- 
tär in der Literatur beschrieben. Alum 
bedingt inflammasomunabhängig die 
Freisetzung von ILlalpha durch Ma- 
krophagen. Zwar wird ILlalpha für die 
Infiltration von Neutrophilen am In- 
jektionsort gebraucht, sein Fehlen hat 
jedoch keinen Einfluss auf die B- und 
T-Zell-Antwort nach der Antigeninjek- 
tion. MyD88 und IL1-Rezeptoren, die in 
die IL-1-abhängige Signaltransduktion 
involviert sind, sind entbehrlich für die 
Induktion der Antikörperantwort nach 
intraperitonealer (i.p.) oder intramusku- 
lärer (i.m.) Gabe des alumadjuvantierten 
Antigens [34-36]. 

Die Adjuvanswirkung von Alum ba- 
siert nicht auf einer Aktivierung von 
TLR-abhängigen Signalwegen [37]. Alu- 
miniumsalze werden aber auch in Kom- 
bination mit TLR-Agonisten verwen- 
det. Ein gut charakterisiertes Beispiel ist 
AS04, das bereits bei zugelassenen HPV- 
und HBV-Impfstoffen verwendet wird. 

AS04 besteht aus 3-O-desacyl-4’-mo- 
nophosphoryl Lipid A (MPL), das an 
Alum absorbiert ist. Bei MPL handelt 
es sich um eine detoxifizierte Form des 
Lipopolysaccharids (LPS), isoliert aus 
Salmonella minnesota. Die Detoxifizie- 
rung wird durch die Abspaltung einer 
Phosphatgruppe und eines Fettsäurerests 
aus LPS erzielt. Die AS04-abhangige 
TLR4-Stimulation bedingt eine rasche 
Zytokinproduktion und Rekrutierung 
von Immunzellen an den Injektionsort 
und in die benachbarten Lymphknoten. 
Es kommt zu einem deutlichen An- 
stieg an aktivierten antigenbeladenen 
Monozyten und DCs, die dann zu ei- 
ner Aktivierung von antigenspezifischen 
B- und T-Zellen führt. Hierbei scheint es 
zwar keinen synergistischen Effekt von 
Alum und MPL zu geben, aber Alum 
bedingt eine Verlängerung der MPL- 
abhängig induzierten Zytokinantwort 
am Injektionsort [38]. 

Sowohl für den AS04-adjuvantier- 
ten HBV-Impfstoff als auch für den 
HPV-Impfstoff konnte ein im Vergleich 
zu den alumadjuvantierten Impfstof- 
fen deutlich höherer Antikörperspiegel 
detektiert werden. Dies zeigt die Wirk- 
samkeit der MPL-abhängigen TLR4- 
Aktivierung [39, 40]. 


Adsorbatimpfstoffe werden intramus- 
kulär verabreicht. Bekannte lokale Ne- 
benwirkungen im Zusammenhang mit 
der Verabreichung von aluminiumhalti- 
gen Impfstoffen sind Schmerzen, Rötun- 
gen und Verhärtungen (subkutane Knöt- 
chen, Zysten, Granulome) an der Injekti- 
onsstelle. Diese Lokalreaktionen sind in 
der Regel mild und von kurzer Dauer. 

Seit Ende der 1990er-Jahre wird als 
weitere äußerst seltene lokale Reaktion 
ein spezielles histopathologisches Er- 
scheinungsbild mit aluminiumhaltigen 
Impfungen in Zusammenhang gebracht, 
die makrophagische Myofasziitis. Ein ur- 
sächlicher Zusammenhang zur Anwen- 
dung des aluminiumhaltigen Adjuvans 
ist jedoch bisher nicht bestätigt. 

Vorübergehend können bei einem 
kleinen Teil der Geimpften systemische 
Nebenwirkungen auftreten wie leicht 
erhöhte Temperatur, Kopf- und Mus- 
kelschmerzen sowie Unwohlsein [41, 
42]. 

Der Gebrauch von Alum und anderen 
Adjuvanzien wird auch in Verbindung 
mit Nebenwirkungen gebracht, die un- 
ter dem Begriff ASIA (Autoimmune [or 
Autoinflammatory] Syndrome Induced 
by Adjuvants) zusammengefasst werden 
und mit Schaden in der Entwicklung des 
Gehirns und von neuronalen Geweben 
einhergehen [43-45]. 

Die Sicherheit alumbasierter Adju- 
vanzien, insbesondere bei Kindern, und 
die Aussagekraft der zugrunde liegen- 
den Studien wird daher immer wieder 
konfliktär diskutiert (Übersicht in [46]). 
Haupteinwände gegen die durchgeführ- 
ten Studien sind, dass das Design der 
Studien zur Kinetik der Ausscheidung 
von Aluminiumverbindungen (Al) nicht 
geeignet sei, diese Fragen zu klären, 
dass die toxikokinetischen Studien bei 
Kindern von zu hohen Grenzwerten 
(MRL, Minimal Risk Level) ausgingen 
und dass die Relevanz der unlöslichen, 
partikulären Aluminiumverbindungen 
für die Al-Toxizität nicht berücksichtigt 
wurde. 

Andere Studienkommen jedoch unter 
Zugrundelegung bestimmter Parameter 
zu der Schlussfolgerung, dass von der 
Verimpfung alumadjuvantierter Impf- 
stoffe ein minimales Risiko ausgeht und 
ein eindeutig positives Nutzen-Risiko- 
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Verhältnis besteht. Diese Parameter sind 
insbesondere: der basale Al-Spiegel bei 
der Geburt, Al-Retention, welche die 
tatsächliche glomeruläre Filtrationsrate 
bei Kindern widerspiegelt, und ein ak- 
tuelles pädiatrisches Impfmuster [47]. 
Allerdings verhalten sich nicht alle Al- 
basierten Adjuvanzien identisch hin- 
sichtlich ihrer physikochemischen und 
biologischen Eigenschaften [48]. 

Eine aktuelle Studie hat daher unter 
Verwendung verschiedener Al-Salze und 
Applikationswege in Ratten eine schnelle 
und nahezu komplette Absorption von 
Al-Citrat nach subkutaner (s.c.) und in- 
tramuskulärer (i.m.) Applikation beob- 
achtet. Für die Absorption nach s.c.- Ap- 
plikation wurde eine Halbwertszeit von 
36 min und von 13 min nach i.m.-Appli- 
kation gefunden. Weder im Gehirn noch 
in den Knochen der behandelten Tiere 
(36 ug/kg i.m.) konnte im Vergleich zu 
den Kontrolltieren ein Anstieg im Al- 
Gehalt gefunden werden [49]. 


Öl-in-Wasser-Emulsionen 


Ebenso wie Aluminiumsalze sind Öl-in- 
Wasser-Emulsionen (z.B. inkomplettes 
Freunds-Adjuvans) als Adjuvanzien seit 
Langem etabliert. Allerdings fanden sie 
lange Zeit keine Anwendung in Human- 
impfstoffen, da Mineralöle für die Her- 
stellung der Emulsionen verwendet wur- 
den, die nicht oder schlecht metabolisier- 
bar waren und zur Entstehung von Ab- 
szessen führten. Dies änderte sich durch 
die Verwendung von Emulsionen auf der 
Basis vollständig metabolisierbarer Lipi- 
de wie Squalen. Beispiele für Öl-in-Was- 
ser-Emulsionen auf der Basis von Squa- 
len sind die Adjuvanzien MF59 (eine Do- 
sis: 9,75mg Squalen, 1,175 mg Polysor- 
bat 80 (Tween 80), 1,175 mg Trioleat 85) 
und AS03 (eine Dosis: 10,69mg Squa- 
len, 4,86 mg Polysorbat 80, 11,86 mg Al- 
pha-Tocopherol), die bei einer Reihe von 
Impfstoffen als Adjuvans Verwendung 
finden. Das im AS03 zusätzlich vorhan- 
dene Alpha-Tocopherol dient einerseits 
als Reduktionsmittel und andererseits als 
zusatzliches Immunstimulans [50]. 
Trotz der vielfaltigen Anwendung die- 
ser Adjuvanzien ist der Wirkmechanis- 
mus ähnlich wie für Alum nicht völlig 
verstanden. Der Effekt der Adjuvanzien 
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basiert nicht auf einer direkten Stimu- 
lation TLR-abhängiger Signalwege und 
auch nicht auf einer Depotwirkung. Ent- 
scheidend für die Wirksamkeit dieser Ad- 
juvanzien ist das Vorliegen der lipophi- 
len Phase in Form feiner Tröpfchen (Li- 
pid Droplets) in der Emulsion. Nicht- 
emulgiertes Squalen übt keinen Adju- 
vanseffekt aus. MF59 und AS03 bedin- 
gen keine direkte DC-Aktivierung, för- 
dern aber die Aufnahme von Antigen in 
APCs. Durch die lokale Immunmodula- 
tion kommt es zur Expression von Zy- 
tokinen und somit zu einer indirekten 
TLR-unabhängigen Aktivierung. Weiter- 
hin fördern ASO3 und MF59 den Anti- 
gentransport zu benachbarten Lymph- 
knoten. Die immunstimulatorische Wir- 
kung von Alpha-Tocopherol als eine wei- 
tere Komponente basiert auf der verstärk- 
ten Expression der Chemokine CCL2 
(Chemokine Ligand 2), CCL3, IL-6 und 
des koloniestimulierenden Faktors CSF- 
3 sowie des Chemokins CXCL1 (C-X-C 
Motif Ligand 1; [51-55]). 

Da Squalen und Alpha-Tocophe- 
rol schnell resorbiert und metabolisiert 
werden, ist für den Adjuvanseffekt eine 
gleichzeitige Gabe von Adjuvans und 
Antigen erforderlich. AS03 und MF59 
führen im Vergleich zu Alum zu einer 
stärkeren Antikörperantwort, bedingt 
durch die starke Induktion einer TFH- 
Antwort. Weiterhin bedingen MF59 und 
AS03 die Expansion von bereits exis- 
tenten B-Gedächtniszellen nach einer 
Boosterung. 

Eine besondere Bedeutung kommt 
MF59 und AS03 als Adjuvanzien bei 
Influenzaimpfstoffen zu. MF59 findet 
auch bei saisonalen Grippeimpfstoffen 
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Verwendung. Hier konnte beobachtet 
werden, dass MF59 die Bildung von 
kreuzreagierenden neutralisierenden 
Antikörpern gegen Driftvarianten von 
H3N2-Influenza-A-Viren verstärkt. Bei 
pandemischen Influenzaimpfstoffen er- 
laubt die Anwendung von MF59 und 
AS03 die deutliche Verminderung der 
Antigenmenge pro Impfdosis. Bei der 
sog. Schweinegrippepandemie wurde im 
Zusammenhang mit der Verimpfung 
von AS03-adjuvantiertem Impfstoff in 
Europa (Pandemrix®) und Nordamerika 
(Arepanrix®) ein Anstieg von Narko- 
lepsiefallen bei Kindern und jungen Er- 
wachsenen beobachtet. Im Zusammen- 
hang mit der Verimpfung von MF59- 
adjuvantiertem Impfstoff wurde dies 
bislang nicht beobachtet [56, 57]. 

Bei den Pandemrix®- und Arepan- 
rix®-assoziierten Fällen ist die Narko- 
lepsie durch das Fehlen des Neuropep- 
tidhormons Hypocretin charakterisiert, 
bedingt durch die Zerstörung hypocre- 
tinproduzierender Neurone im Bereich 
des Hypothalamus. Die molekulare Ur- 
sache für die Zerstörung dieser Neurone 
ist derzeit noch nicht verstanden. Eine 
mögliche Ursache wird in der Anwe- 
senheit der großen Menge an Alpha- 
Tocopherol gesehen, das zu einer De- 
regulation von Nrf2/ARE-abhängigen 
Signalwegen führt und somit letztlich 
die Menge hypocretinspezifischer Pep- 
tide an der Oberfläche, die abhängig 
vom Haupthistokompatibilitätskomplex 
HLADQB602 präsentiert werden, erhö- 
hen kann und somit diese Zellen für 
eine autoimmune Zerstörung markiert 
[58-60]. 
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Kombinierte Adjuvanzien 


Bei einer dritten Gruppe von Adjuvan- 
zien sind zwei unterschiedliche Immun- 
stimulatoren kombiniert. ASO1 ist eine 
Kombination von MPL und Saponin 
QS21. Bei QS21 handelt es sich um ein 
wasserlösliches Triterpen-Glycosid, das 
aus der Rinde des Seifenrindenbaums 
(Quillaja saponaria Molina) isoliert wird. 
Zur Hemmung der hämolytischen Akti- 
vität erfolgt die Formulierung mit MPL 
in Anwesenheit von Cholesterol als Li- 
posomen. Der Mechanismus des QS21- 
basierten Adjuvanseffekts ist ebenfalls 
nicht komplett verstanden. QS21 wirkt 
auf Makrophagen in der subkapsulären 
Region der benachbarten Lymphknoten 
und bedingt dort die Aktivierung des 
proteolytischen Enzyms Caspase-1. Die 
Rolle von NLRP3 wird hierbei kontrovers 
diskutiert. Als Mechanismus wird nach 
der Internalisierung von QS21 eine De- 
stabilisierung lysosomaler Membranen 
und eine Aktivierung der Proteinkinase 
Syk angenommen [61, 62]. 

Wie für die anderen beschriebenen 
Adjuvanzien muss die Applikation von 
ASO1 an der gleichen Stelle und in zeitli- 
cher Nähe zur Applikation des Antigens 
erfolgen, um einen Effekt auf die B- und 
T-Zell-Antwort auszuüben. 

Bei ASO1 kommt es zu einem syn- 
ergistischen Effekt von MPL und QS21, 
was AS01 von anderen Adjuvanzien un- 
terscheidet. Eine entscheidende Rolle für 
den synergistischen Effekt spielt das Zyto- 
kin Interferon Gamma (IFNy), das zum 
Anstieg von CD8*-T-Zellen, die spezi- 
fisch für das jeweilige Antigen sind, führt 
[63]. Die Applikation von AS01 bedingt 
einen raschen Anstieg an IL-12, IL-18 
und Makrophagen, welche die Produkti- 
onvonIFNyinerster Linie in natürlichen 
Killerzellen (NK) der Lymphknoten an- 
regen. Diese rasche Induktion der IFNy- 
Expression ist essenziell für die Aktivie- 
rung von DCs und von Th1-Zellen [64, 
65]. 

Im Unterschied zu den anderen oben 
beschriebenen Adjuvanzien hat ASO1 
keinen Einfluss auf die Antigenaufnah- 
me der jeweiligen Zelle, sondern erhöht 
die Anzahl der Zellen, die Antigen auf- 
nehmen. AS01 bedingt so eine deutliche 
Verstärkung der B- und T-Zell-Antwort 
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Abb. 2 A Wirkmechanismen von Adjuvanzien. Übersicht über Zielstrukturen von Adjuvanzien und Effekte, die von Adjuvan- 
zien ausgelöst werden können. Die dargestellte Th1-Th2-Dichotomie stellt sicherlich eine Vereinfachung dar, da eine Vielzahl 
weiterer Th-Zellen wie Th17, Th9 oder Th22 existiert, die charakteristische Zytokinprofile und funktionelle Eigenschaften ha- 
ben [70]. Ebenso wurde aus Gründen der Vereinfachung die Rolle von follikulären T-Helferzellen nicht abgebildet 


auch in älteren Patienten. Bei verglei- 
chenden Studien unter Verwendung 
von HBV-Oberflächenantigen (HBsAg) 
zeigte es sich, dass ASO1 im Vergleich 
zu anderen getesteten Adjuvanzien die 
angeborene Immunantwort am stärks- 
ten aktivierte [66]. In B Abb. 2 ist eine 
zusammenfassende Darstellung ver- 
schiedener Wirkmechanismen einzelner 
Adjuvanzien dargestellt. 


Schlussfolgerungen und 
Ausblick 


Adjuvanzien stellen ein wesentliches 
Werkzeug für die Verfügbarmachung 
effizienter Impfstoffe dar. Eine wesent- 
liche Herausforderung neben der Ent- 
wicklung weiterer Adjuvanssysteme und 
der Charakterisierung verschiedener 


Adjuvanssysteme wird die detaillierte 
Aufklärung der Wirkmechanismen sein. 
Dies ist insbesondere auch vor dem 
Hintergrund einer im Zusammenhang 
mit pandemischen Influenzaimpfstoffen 
geführten Debatte über die Sicherheit 
adjuvantierter Impfstoffe von entschei- 
dender Bedeutung. Das Auftreten einer 
erhöhten Inzidenz von Narkolepsiefällen 
bei Kindern und Jugendlichen, die mit 
den AS03-adjuvantierten Impfstoffen 
Pandemrix® oder Arepanrix® geimpft 
wurden, ohne dass bisher ein in-vivo- 
bestatigter plausibler Pathomechanismus 
identifiziert werden konnte, unterstreicht 
die Notwendigkeit solcher Untersuchun- 
gen, um die Sicherheit dieser Impfstoffe 
und somit die im Pandemiefall dringend 
erforderliche Akzeptanz adjuvantier- 
ter Impfstoffe sicherzustellen. Tieferge- 
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hende mechanistische Kenntnisse sind 
auch die Grundlage, um die Stärke und 
Ausprägung der Immunantwort durch 
Adjuvanzien und Adjuvanzienkombina- 
tionen effizient modulieren zu können. 
Hierbei wird sich auch die Frage stellen, 
inwieweit einzelne Adjuvanzien und Ad- 
juvanzienkombinationen geeignet sind, 
neben einer robusten Antikörperantwort 
auch zelluläre Immunität zu induzieren, 
um so eine therapeutische Wirksamkeit 
zu erzielen. Dabei wird auch eine we- 
sentliche Fragestellung sein, inwieweit 
Adjuvanzien, die, wie oben beschrieben, 
die Antigenaufnahme in APCs modulie- 
ren können, auch geeignet sein können, 
DCs gezielt anzusteuern, um so die Im- 
munantwort hinsichtlich einer B-Zell- 
Antwort oder einer T-Zell-Antwort zu 
formen. Neben der Auswahl jeweils ge- 


Abkürzungen 


AF 
APC 
ARE 


LAIV 
LPS 
MHC 
MPL 


MyD88 


NLRP3 
NET 
Nhp 
NK 
NKT 
NLRP3 


Nrf2 


Adjuvant Formulation 

Antigen Presenting Cells 
Antioxidant Response Element 
Adjuvant System 
CC-chemokine Ligand 2 


Dinukleotid aus Cytosin und 
Guanin 


Colony Stimulating Factor 3 
Cytotoxic T Lymphocyte 
Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 1 
Dendritic Cell 


Mucosal Vaccine Adjuvant 
incl. Heat-labile Enterotoxin of 
Escherichia coli 


Enterotoxische Escherichia coli 
Major Histocompatibility Complex, 
Class Il, DQ Beta 1 

Hepatitis B Virus 

Hepatitis B Virus Surface Antigen 
Humane Papillomviren 

Interferon 

Interleukin 

Immunglobulin 

intramuskular 

intraperitoneal 

Live Attenuated Influenza Virus 
Lipopolysaccharide 

Major Histocompatibility Complex 


3-O-Desacyl-monophosphoryl 
Lipid A 


Myeloid Differentiation Primary 
Response 88 


NOD-like Receptor Protein 3 
Neutrophil Extracellular Traps 
Non-human Primates 

Natural Killer Cells 

Natural Killer T Cells 


Nucleotide-binding Oligome- 
rization Domain-like(NOD)-like 
Receptor Protein 3 


Nuclear Factor (Erythroid-deri- 
ved 2)-like 2 


Abkürzungen (Fortsetzung) 


QS21 Fraktion eines Extrakts aus 
Quillaja saponaria Molina 
(Seifenrindenbaum) 


S.C. subkutan 

ssRNA Single-stranded RNA 

TFH Follicular T-helper Cell 

Th T-helper Cell 

TLR Toll-like Receptor 

TRIF TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor) 


Domain-containing Adaptor 
Protein Inducing Interferon Beta 


eigneter Adjuvanzien wird hierbei auch 
der Applikationsweg eine entscheidende 
Rolle spielen. 

Die Induktion einer lokalen Immuni- 
tät kann wesentlich für die Wirksamkeit 
einer Impfung sein. So wurde für den 
attenuierten Lebendimpfstoff gegen In- 
fluenza (LAIV) beschrieben, dass es nach 
der nasalen Applikation u.a. in der Na- 
senschleimhaut zur Induktion einer IgA- 
Antwort kommt. Diese lokale Immun- 
antwortträgtentscheidend zur Wirksam- 
keit bei [67,68]. Schleimhäute stellen eine 
vorrangige Eintrittspforte für eine Reihe 
von Pathogenen dar, sodass die Induk- 
tion einer lokalen Immunität in diesem 
Bereich ganz wesentlich zur Wirksamkeit 
der Impfung beitragen kann. Für Retin- 
säure, ein Vitamin-A-Metabolit, wurde 
beschrieben, dass diese nach parenteraler 
Immunisierung im Bereich der Darm- 
schleimhaut die IgA-Antwort verstärkt 
[69]. 

Der auf absehbare Zeit noch immer 
begrenzt bleibende Wissensstand über 
die Wirkmechanismen von Adjuvanzien 
und insbesondere die Abhängigkeit der 
Immunantwort in ihrer qualitativen und 
quantitativen Ausprägung von der An- 
tigen-Adjuvans-Kombination und der 
Mengenverhältnisse erfordert auch auf 
absehbare Zeit eine Zulassung von ad- 
juvantierten Impfstoffen als eine Einheit 
aus Antigen und Adjuvans. Eine getrenn- 
te Zulassung von Adjuvans und Antigen 
und deren variable Kombination sind 
derzeit nicht sinnvoll. 
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